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L’analyse génétique de Xenopus adultes issus de noyaux embryonnaires 
transplantés dans des œufs vierges, a permis de mettre en évidence un certain 
nombre de mutations dont quelques unes ont déjà été décrites: «yolky rectum » 
(REYNAUD et UEHLINGER 1965), « kinky tailtip » (UEHLINGER et REYNAUD 1965), 
une forme de goître héréditaire (UEHLINGER 1965), « Screwy » (UEHLINGER 1966) 
et la polydactylie (UEHLINGER 1968, en préparation). 

La mutation décrite ci-dessous, désignée par les lettres « otl » (otoliths less), 
absence d’otolithes, a été découverte au cours de l’analyse génétique d’un clone 
formé de 3 g (4 76, 72 et 72B), résultant de la transplantation sériée d’un noyau 
mésodermique provenant des somites d’un embryon en neurula (stade 22 selon 
Nieuwkoop et Faber 1956). Cette transplantation a été effectuée par les pro- 
fesseurs Fischberg et Blackler; nous leur savons gré d’avoir mis ces animaux à 
disposition pour l’analyse génétique. 


DESCRIPTION DE LA MUTATION 


Comportement et morphologie externe. — C’est le comportement anormal 
des têtards qui a permis la découverte de cette mutation la première fois qu’elle 
est apparue dans un croisement. Ceux-ci, dès l’âge de 3 à 4 jours, au lieu de nager 
en ligne droite comme les normaux, tournent sur eux-mêmes en un mouvement 
très rapide, et de ce fait, prennent une forme légèrement arquée. Une observation 
plus attentive sous la loupe binoculaire révèle une turgescence très prononcée 
des oreilles internes et l’absence d’otolithes. Chez les têtards normaux du même 
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âge, les oreilles ne présentent pas de gonflement et les otolithes se distinguent 
comme de petites masses blanches très visibles par transparence sous l’épiderme. 
Dans les croisements suivants, avec l’habitude, il était aisé de reconnaître les 
têtards anormaux à leurs oreilles turgescentes, sans otolithes, dès le stade de 
l’éclosion (Stade 35/36). | 

Les têtards anormaux atteignent facilement le stade de prise de nourriture 
et continuent de vivre quelques jours, mais la plupart d’entre eux meurent, âgés 
environ de 10 à 15 jours. En les élevant avec un soin extrême, dans très peu d’eau 
et en surveillant de près la dose de nourriture, il est possible d’en conserver 
quelques uns plus longtemps, mais ils grandissent lentement et finissent par 
mourir au moment où la patte postérieure en est au stade palette de son dévelop- 
pement (stade 53/54) alors que les normaux du même âge sont en pleine méta- 
morphose. La cause de la mort n’est pas élucidée. 

Aux stades les plus avancés, nous pouvons observer sous l’épiderme dorsal, 
le début de la formation des dépôts calcaires du sac endolymphatique, indiquant 
que la morphogenèse de cette partie de l’oreille n’est pas atteinte par la mutation. 
A part les oreilles anormales et la forme légèrement bossue, la morphologie du 
têtard est tout à fait normale (Fig. 1). 





Fig. 1. 


Têtard normai (en haut) et anormal (en bas) au stade 47. Les otolithes sont visibles chez le 
normal et absents chez l’anormal. Le têtard anormal présente une forme arquée. otl : otolithes; 
d. cal. : dépôts calcaires du sac endolymphatique (x 7,7). 


Observations histologiques : Histologiquement, les otolithes font partie de 
la membrane otolithique; celle-ci est formée d’une couche de substance gélati- 
neuse qui repose sur les cellules ciliées de l’épithélium sensoriel (la macula); 
à la partie externe de la couche gélatineuse, se trouve une matrice protéinique, 
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renfermant les cristaux de carbonate de Ca constituant un otolithe. Il est diff- 
cile d'obtenir de bonnes images histologiques de la membrane otolithique, l’un 
ou l’autre de ses constituants se dissolvent facilement lors du passage dans cer- 
tains fixateurs ou colorants. 


a 





RCE 


Coupes transversales des oreilles internes d’un têtard normal (a) et anormal (b) au stade 42. 
c. end : canal endolymphatique; g. ac. : ganglion acoustique; ép. s. : épithélium sensoriel; m. ot. : 
matrice otolithique ( x 134). 


Nous avons employé la technique recommandée par WISLOCKI et LADMANN 
(1955), fixation au sublimé-formol et coloration à l’aldéhyde-fuchsine, puis 
hémalun et vert-lumière-orange G comme colorant de contraste. L’aldéhyde 
fuchsine, en une réaction chimique encore peu connue, réagit avec la protéine 
de la matrice, mettant ainsi bien en évidence cette partie de la membrane oto- 
lithique. 
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On peut déceler le premier indice de l’anomalie sur coupes, à partir du stade 
bourgeon caudal (stade 30), principalement par la dimension des oreilles, 
qui sont beaucoup plus grandes chez le mutant que chez le normal. Dans les stades 
suivants, tandis que l’épithélium sensoriel se forme dans l’oreille normale, dans 
l'oreille anormale il reste très mince, mais constitue quand même un épithélium 
distinct de celui de la paroi de la vésicule otique. La turgescence de l’oreille anor- 
male s’accentue encore. L’ébauche du canal endolymphatique apparaît aussi 
bien chez l’anormal que chez le normal, mais avec un certain retard chez le 
premier. 

Au stade 42, début de torsion de l'intestin, les coupes transversales pré- 
sentent l’image suivante (Fig. 2 a et b): l’oreille interne du têtard normal est 
allongée mais relativement petite, le canal endolymphatique déjà bien formé, 
un épithélium sensoriel très élevé et sécrétant la membrane otolithique mise en 
évidence dans la figure 2 a par des petites taches représentant la matrice pro- 
téinique. Le ganglion acoustique est adossé à la paroi médiane de la vésicule 
otique et assure la liaison entre l’épithélium sensoriel et le rhombencéphale. 
L’oreille du têtard anormal (Fig. 2 b), allongée également, présentant, sur coupe, 
une surface trois fois plus grande, est très distendue. On remarque l’ébauche du 
canal endolymphatique, un épithélium sensoriel distinct mais peu élevé; l’inté- 
rieur de la vésicule est vide, signe de l’absence de la membrane otolithique résul- 
tant de l’inactivité de l’épithélium sensoriel. Le ganglion acoustique est égale- 
ment présent. 

Aux stades 46/47, quelques jours après la prise de nourriture, nous cons- 
tatons que le développement de l'oreille anormale s’est poursuivi, très sem- 
blable à celui de l’oreille normale mais plus lent. Dans la Fig. 3 a et b, les coupes 
passent par le niveau médian de l’oreille, à travers le sac et le canal endolym- 
phatique, niveau qui ne permet pas de distinguer la division de la vésicule en 
utricule et saccule. 

Dans l'oreille normale (Fig. 3 a) le sac endolymphatique est bien formé, 
la macula du saccule bien définie et la matrice des otolithes plus développée 
qu’au stade précédent. Le canal latéral ou horizontal (à gauche) est également 
bien formé et l’on observe le début de la formation de la capsule cartilagineuse 
sur les côtés, dorsal du canal latéral et ventral de la vésicule. L’oreille anormale 
(Fig. 3 b) est toujours très gonflée, de même que le sac endolymphatique qui 
est bien formé. Côté externe, on observe l’ébauche du canal latéral, bien indiqué 
par l’avancement des septa qui, dans les stades ultérieurs, vont se rejoindre pour 
former le canal. Ce même retard de développement est manifeste aussi pour la 
formation de la capsule cartilagineuse dont on voit l’ébauche seulement. Il faut 
observer très particulièrement la macula du saccule car elle est tout à fait com- 
parable à la normale: l’épithélium est relativement élevé et on perçoit quelques 
légères traces indiquant un début de sécrétion de la matrice des otolithes. Il 
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faut également remarquer la compression du cerveau dûe à la turgescence des 
oreilles, phénomène qui pourrait être une des causes de la mort prématurée de 
ces têtards. 
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FIG. 3. 


Coupes transversales de l’oreille interne d’un têtard normal (a) et anormal (b) au stade 46/47. 
s. end. : sac endolvmphatique; cap. car. capsule cartilagineuse; c. lat. : canal latéral; mac. sac. : 
macula du saccule; m. ot.: matrice otolithique; éb. c. lut.: ébauche du canal latéral (Xx 134*. 


p SF Riau ts 


Dans les stades ultérieurs du développement, la morphogenèse se poursuit 
normalement: le sac endolymphatique se charge de dépôts calcaires, les 3 canaux 
semi-circulaires se forment, comme chez les normaux, avec leurs ampoules et 
cristae, et la capsule cartilagineuse se développe normalement pour entourer 
complètement le labyrinthe. En outre, la turgescence des oreilles diminue et, 
dans le saccule, la matrice otolithique est beaucoup plus abondante. Ces obser- 
vations n’ont été faites que sur deux têtards; il faudrait les compléter pour 
établir avec certitude cette formation tardive de l’otolithe du saccule, mais 
elles sont rendues difficiles, d’une part par l’augmentation de la pigmentation 
de l’épiderme dorsal qui ne permet plus de voir les otolithes par transparence 
macroscopiquement, et d’autre part par la mort brusque des têtards, qui déforme 
les otolithes et empêche ainsi toute fixation. 

La morphologie et l’histologie internes des autres organes des têtards anor- 
maux sont absolument comparables à celles des normaux. 
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MODE DE TRANSMISSION DE LA MUTATION 


Trois F} ont été établies avec les 3 S du clone, une par « backcross » avec 
la mère de l'embryon donneur du noyau transplanté et deux par «outcross » 
avec les © de notre stock, originaires d'Oxford. 

Les résultats des différents croisements effectués au sein des F} ou par 
« backcross » (© des F} avec leurs pères) sont résumés dans le tableau 1. Ils in- 
diquent qu'il s’agit d’un facteur mendélien récessif dont l’expression est très cons- 
tante. En outre, les six croisements de « backcross » ont révélé que les 3 4 du 
clone sont hétérozygotes (otl/+) pour la mutation. 


TABLEAU 1 


Mode de transmission de la mutation 


Génotypes croisés Taux théorique d’otl Nombre de croisements Taux réel d’otl 
( 7: F,77.16) 
otl/+ x otl/-+ 25: 20 (10: F 20:72) 24,8% (792/3185) 


( 3: F,40.72B) 


(5: F,77.76) 
do  otl/+ 0% 17 (4: F,20.72) 0% (0/2107) 
(8: F,40.72B) 





ORIGINE DE LA MUTATION 


Il faut envisager trois possibilités pour déterminer l’origine de la mutation: 
la première suppose qu’elle a été transmise à ces 3 G par l’un ou l’autre des 
parents du donneur du noyau mésodermique, la seconde que cette mutation 
est due à des facteurs techniques de transplantation, et la troisième envisage 
son apparition dans le noyau mésodermique pendant sa différenciation. Les 
parents donneurs de ce noyau mésodermique étaient d’une part la © 77 Oxford, 
l nucléole, faisant partie du stock uninucléolé de notre laboratoire et, d’autre 
part, le § 15 Edimbourg faisant partie de notre stock binucléolé. 

La première F} constituée par « backcross » entre le § 76 et la mère du don- 
neur (F,77.76) n’a pas donné de mutants, de sorte que nous pouvons exclure 
la © 77 comme origine de la mutation. Il reste à supposer que c’est le père du 
donneur, le 4 Edimbourg 15 qui a transmis la mutation mais nous ne pouvons 
vérifier cette hypothèse car ce 4 est mort avant le début de cette analyse géné- 
tique. 
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Une transplantation sériée comporte 2 phases successives, la première celle 
du noyau somatique, la seconde celle des 3 noyaux de la blastula qui s’est déve- 
loppée à partir du noyau mésodermique. Comme les 3 § sont porteurs de la 
mutation, ils sont isogénétiques, tout au moins pour cette mutation, et ont donc 
reçu 3 noyaux identiques qui n’ont pas subi de changement génétique pendant le 
cours même de la transplantation. C’est le seul fait qui nous permet de penser 
que l’origine de la mutation n’est pas due à la technique de la transplantation, 
tout au moins dans cette phase-c1 de la transplantation sériée. 

Il n’est pas possible non plus de vérifier l'hypothèse impliquant l’appari- 
tion de la mutation dans le noyau mésodermique pendant sa différenciation 
jusqu’au stade neurula. 


DISCUSSION 


Pour compléter la description de cette mutation, il reste à faire une étude 
physiologique du mode d’action de ce gène au cours de la morphogenèse de 
l'oreille interne. 

Chez la souris, il a été découvert plusieurs mutations affectant l’oreille 
interne, ayant un effet sur le comportement des souris et se manifestant égale- 
ment par une absence d’otolithes accompagnée, dans la majorité des cas, de 
déficiences dans la morphologie des oreilles: ce sont, entre autres, les mutations 
«twirler » (Lyon 1958), « dancer » (Deol et Lane, 1966) et « pallid » (Lyon 
1951). Cette dernière mutation, « pallid », s’exprime par un pelage gris pâle 
et des yeux rouges, un comportement anormal de la souris et l’absence d’oto- 
lithes. Lyon, lors de l’étude de cette mutation (1955) a observé que seuls les oto- 
lithes sont absents et que la matrice organique et la couche gélatineuse de la 
membrane otolithique sont présentes. Elle constate également cette turgescence 
des oreilles sans otolithes et envisage plusieurs hypothèses pour expliquer ce 
phénomène: soit la sécrétion de Ca ne se fait pas et la distension est due à d’autres 
substances qui restent en solution et augmentent la pression osmotique; soit le 
Ca passe normalement dans le lumen endolymphatique mais n’est pas déposé, 
ce qui pourrait être expliqué par un manque d’absorption d’eau qui résulterait 
en une concentration insuffisante de Ca et en un gonflement, ou bien la concen- 
tration en Ca est normale mais quelque mécanisme fait défaut qui, d'habitude, 
permet au Ca de se déposer dans la matrice; alors la présence des ions Ca en solu- 
tion élèverait la pression osmotique et provoquerait cette turgescence. Il pourrait 
s’agir aussi de quelques anomalies dans le pH du liquide endolymphatique. 

Pour tester ces hypothèses, il est intéressant de disposer de la mutation « otl » 
chez Xenopus laevis, car les embryons et têtards de Batraciens se prêtent parti- 


culièrement bien à la manipulation et aux techniques de l’embryologie expéri- 
mentale. 
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RÉSUMÉ 


Au cours de l’analyse génétique d’adultes de Xenopus laevis, résultant de la 
transplantation de noyaux mésodermiques, nous avons observé une mutation 
létale récessive, « otl», qui affecte l'oreille interne des têtards qui meurent au 
moment du développement des pattes postérieures. Elle se manifeste par l’ab- 
sence des otolithes, par une turgescence des oreilles et par une forme légèrement 
arquée des têtards. L'origine de cette mutation n’a pas été vérifiée. 


SUMMARY 


During the genetical analysis of adults of Xenopus laevis, resulting from 
the transplantation of mesodermal nuclei, we have found a lethal recessive muta- 
tion, «otl», affecting the inner ear of the tadpoles, which expresses itself by 
the lack of otoliths, a swelling of the ears and a slightly dorsally curved shape. 
The origin of this mutation has not been determined. 
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INTRODUCTION 


Un chapitre essentiel du problème de la différenciation cellulaire est celui des 
mécanismes d’interactions nucléocytoplasmiques. Grâce à la technique de la greffe 
nucléaire, primitivement réalisée chez les amphibiens par BRIGGS et KING (1952), 
nous pouvons étudier la capacité des noyaux des divers feuillets embryonnaires de 
conduire à un développement normal lorsque l’on effectue des greffes nucléaires 
de différents stades du développement embryonnaire. Ces études nous donnent 
l’espoir de mieux comprendre les interactions entre cytoplasme et noyau. 

Le but de ce travail est d’étudier la potentialité restreinte des noyaux de 
l’ectoderme neural chez Xenopus laevis (Daudin), étude déjà entreprise par GURDON 
et coll. (1958), puis SIMNETT (1964). 

Les greffes nucléaires d’ectoderme neural de différents stades embryonnaires 
ont été effectuées dans des œufs non fécondés de Xenopus laevis, selon la méthode 
décrite par ELSDALE et coll. (1960), le noyau somatique jouant le rôle de noyau 
du zygote. Les stades du développement embryonnaire, chez Xenopus laevis, sont 
décrits au moyen d’un système numérique établi par NIEUWKOOP et FABER (1956). 
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